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論文題目 ： 細胞膜近傍のカリウムイオン濃度変化を可視化
するタンパク質複合型蛍光プローブの開発 
 
氏名：    平田 智也 
 
【背景・目的】 
カリウムイオン（K+）は細胞内に最も豊富に存在する金属イオンであり、神経伝達や筋肉
の運動、細胞増殖など様々な生命現象に関わっている。細胞膜上の K+チャネルは K+の動的
挙動を担う中心的存在であり、その活動に伴う K+濃度の時間的・空間的挙動を細胞系、さら
には組織レベルで可視化する手法は、基礎的な生命現象や病態の理解に加えて、創薬におい
ても非常に重要である。K+チャネル活性の評価方法としてはパッチクランプ法が汎用されて
いるが、空間的情報を得ることが出来ない上、スループットにも課題がある。また、K+選択
的キレーターを認識部位に用いた蛍光プローブもいくつか報告されているが 1、既存のプロー
ブは細胞内もしくは細胞外液全体に存在するため細胞膜近傍の K+濃度変化を感度よく検出
することができない。そこで我々は、細胞膜近傍における K+濃度変化を選択的かつ高精度に
可視化可能なイメージングツールの開発を指向し、細胞膜上への選択的な集積が可能なタン
パク質複合型 K+蛍光プローブの開発を行った。 
 
【方法・結果】 
1. タンパク質複合型 K+蛍光プローブの設計  
K+プローブを細胞膜上に局在させる手法として「脂肪酸による修飾」、「抗原抗体反応の利
用」など数種について予備的な検討を行った結果、Figure 1に示す系を設計した。即ち、ま
ずプローブと選択的に共有結合する「足場」として HaloTag タンパク質 2を標的細胞に遺伝
子導入し、細胞膜上に発現させる。続いて培地に細胞外滞留性の K+プローブを添加し、
HaloTag タンパク質に結合させる。この K+プローブが細胞膜近傍における K+濃度変化を認
識して蛍光を発する。従って K+プローブは、①生理的な条件下で K+に選択的に応答して蛍
光が変化すること、②HaloTag タンパク質との結合部位を持つこと、③タンパク質との結合
後も K+プローブとしての機能を保持すること、④細胞膜を透過しないこと、の 4つの条件を
満たす必要がある。複数の蛍光団と K+認識部位の組み合わせを合成・評価した結果、BODIPY
構造を蛍光団に持ち、K+認識部位として Triazacryptand構造を備えた TAC-Limeを K+プロ
ーブの母核部分として選択した。さらに、TAC-LimeとHaloTag ligand構造とを結合するス
ペーサー部分の構造最適化を経て、上記の条件を全て満たす K+プローブ TLSHalo を開発し
た(Figure 2)。 
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2. TLSHaloの機能評価 
TLSHaloは K+非存在下では光誘起電子移動（PeT）による消光を受けているが、HEPES
緩衝液中において Na+の存在下でも K+濃度の増加に伴って緑色蛍光が約 10 倍に増大した 
(Figure 3a)。また、他のタンパク質（BSA）共存下でも目的のHaloTagタンパク質と選択的
に共有結合し、結合後も K+プローブとしての機能を保持していた (Figure 3b、Table 1)。 
TLSHaloは 2つのスルホ基を有するため細胞膜透過性が低く、HeLa細胞の細胞膜上に発
現させたHaloTagタンパク質を選択的に標識することに成功した(Figure 3c)。さらに、この
細胞に対して K+を添加したところ、外液の K+濃度増加に伴って蛍光が増大する様子が観察
された。また K+非応答性の赤色蛍光 HaloTag ligand である Alexa660halo と共染色を行う
ことで、細胞ごとのHaloTagタンパク質の発現量の差や焦点面のずれによる蛍光分子数の変
化などの影響を除き、細胞膜近傍における K+濃度の変動を定量可能な測定法を構築すること
に成功した(Figure 3d)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Design of the system for detecting  
K+ channel activity. Figure 2. Structure of K
+ probe. 
[K
+
] Abs Em Quantum Yield Membrane
lmax (nm) lmax (nm) without / with Halotag impermeability
TLHalo 0 mM 522 538 0.015 / 0.033
150 mM 522 535 0.28 / 0.22
TLPegHalo 0 mM 522 538 0.049 / 0.029
150 mM 522 535 0.41 / 0.33
TLSHalo 0 mM 522 537 0.040 / 0.031
150 mM 522 535 0.41 / 0.36
×
×
○
Table 1. Properties of developed K+ probes 
Figure 3. (a) Fluorescence spectra of 0.8 M TLSHalo in 5 mM HEPES buffer (pH 7.0) containing 1% 
DMSO as a cosolvent (lEx = 522 nm). Ionic strength was maintained at 150 mM by addition of NaCl. (b) 
SDS-PAGE of TLSHalo- Halotag protein complex. CBB staining (left) and fluorescence image (right) are 
shown. (c) Confocal microscopic images of HeLa cells transfected with HaloTag- fused membrane protein. 
The cells were labeled with 2 M TLSHalo for 30 min at 25°C. lExlEm. = 522/535-570 nm. (d) Fluorescence 
intensity as a function of K+ concentration. 
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3. TLSHaloを用いた細胞膜近傍における K+濃度変化の検出： 
3-1. K+の局所添加に伴う K+拡散の検出 
TLSHalo が K+濃度の変化に対して迅速な応答を見せるかを検討すべく、マイクロインジ
ェクション装置を用いて細胞膜近傍に微量の高濃度 KCl溶液を局所添加し、細胞膜上の蛍光
強度変化を経時観察した。その結果、TLSHalo で標識した細胞表面においては K+を添加し
た位置に近いほど即時的に大きな蛍光強度上昇が見られ、引き続く K+の拡散に伴って減弱が
見られた。また添加位置から離れるに従って蛍光上昇の始まりは遅く、最大強度も小さくな
った(Figure 4a-c）。NaCl溶液を添加した場合や K+非応答性の蛍光分子で細胞膜を染色した
場合にはこのような変化は見られなかった。以上の検討から、TLSHaloを用いて各細胞の膜
上における局所的な K+濃度変化をリアルタイムに可視化可能であることが示された。このよ
うな空間情報の取得は、パッチクランプ等の電気生理的手法では不可能と考えられる。一方、
同様の実験を従来の細胞外滞留型の K+プローブ 1を用いて行った場合には、細胞外液全体に
K+プローブが存在するためバックグラウンド蛍光が非常に高くなり、細胞膜近傍の K+濃度
を検出することは困難であった(Figure 4d-f）。この実験から、開発したプローブは有用な性
質を有する一方で、培養細胞への応用においては K+の拡散に留意しながら実験を行うことが
重要と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-2. 細胞から流出する K+に由来する細胞外 K+濃度上昇の検出 
続いて、細胞内からのK+流出に伴う細胞外液のK+濃度変化をTLSHaloにより検出することを試
みた。まずK+の ionophoreを用いて外液へのK+流出を惹起することとした。脳切片や血管壁など、
生体内においてK+濃度変化が重要な意味を持つ部位においては細胞外液の体積は限られており、細
胞は自身や周辺の細胞から流出するK+によるK+濃度変動に晒されている。そのような環境を模して、
ionophore の添加直後に観察部にカバーガラスを載せることで K+の拡散可能な細胞外液の体積を限
局した状態でイメージングを行った(Figure 5a）。その結果、ionophore 添加によって細胞膜上の緑
色蛍光の経時的な増大が観察された（Figure 5b）。最後に、細胞に内在するK+チャネルを刺激する
Figure 4. (a,b,d,e) DIC and epifluorescence microscopic images of HeLa cells labeled with 2 M TLSHalo 
(a,b) or loaded with 2 M TAC-Limedex1 (d,e). (c,f) Transition of fluorescence intensity ratio (F/F0) of 
TLSHalo (c) and TAC-Limedex (f) in each ROI as a function of time. In the experiment, 150 mM KCl aq. 
was effused every 2.5 seconds from a micro-injector needle for 300 msec each with 1500 hPa (arrow). 
Scale bar: 50 m 
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ことによるK+流出の検出を試みた。具体的には、Ca2+依存性K+チャネルであるBKチャネルを発現
するHT29細胞を用いてBKチャネルの開口に伴うK+流出を惹起した。ionomycinによるCa2+刺激
の直後にカバーガラスを載せてイメージングを行ったところ、細胞膜上の緑色蛍光の経時的な増大
が観察された。この蛍光増大は細胞内Ca2+のキレーターであるBAPTAやBKチャネル阻害剤であ
る iberiotoxinの添加によって抑えられたことから、イメージング結果がBKチャネルを介して流出
したK+による細胞膜近傍のK+濃度上昇を反映していることが強く示唆された(Figure 5c)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
【総括・展望】 
私は有機小分子蛍光プローブの精密な設計・合成により、細胞膜近傍で起こるK+濃度変化をリア
ルタイムかつ選択的に検出可能な複合型K+プローブの開発に初めて成功した。また、これを用いて
細胞間隙のモデルとなる系におけるK+濃度変動を可視化可能であることを示した。将来的には同手
法を用いることでより高次な生体サンプルにおけるK+ダイナミクスの可視化解析への応用が期待さ
れる。 
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Figure 5. (a) Schematic representation of the experiment. (b) Detection of K+ efflux induced by K+ 
ionophore, 10 M valinomycin under cover glass. K+ concentration was estimated from the ratio of 3 ROIs in 
confocal microscopic images of HeLa cells labeled with TLSHalo (2 M) and Alexa660halo (10 nM). (c) 
Detection of K+ efflux through BK channel induced by 3 M ionomycin under cover glass. K+ concentration 
was estimated from the ratio of 3 ROIs in confocal microscopic images of HT29 cells labeled with TLSHalo 
and Alexa660halo. Error bar: S.D. (n= 3) 
